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1. JUSTIFICACIÓN 
El guanábano (Annona muricata Linnaeus) pertenece a la familia 
Annonaceae, es un árbol tropical cuyo centro de origen se encuentra en 
Colombia y Brasil. Crece entre los 0-1000 m.s.n.m. El guanábano se ha 
extendido a través de las zonas tropicales y húmedas  del mundo, por esto 
hoy día se cultiva extensamente de manera comercial, (1). Esta especie 
produce un fruto de interés alimenticio e industrial, el cual está cubierto por 
una cáscara de color verde oscuro con varias  espinas pequeñas, suaves y 
carnosas que se desprenden fácilmente cuando la fruta está madura. La 
pulpa es aromática, blanca, cremosa, carnosa, jugosa y ligeramente ácida, 
la cual recubre totalmente las semillas negras de 1.25 a 2 cm de largo. Su 
peso fluctúa entre 1 a 5 Kg, (1,2). 
Colombia cuenta con una gran variedad de anonáceas, la más cultivada es 
Annona muricata,  y la más comercializada es la Elita, por su mayor tamaño. 
En las regiones del Valle del Cauca y el Eje Cafetero se encuentran cultivos 
de guanábana, donde se consume localmente en forma de jugos, postres, 
yogures y helados. Sus propiedades organolépticas hacen que su jugo sea 
uno de los más apetecidos a nivel nacional (13% de preferencia). Es 
además fuente de fibra, calcio, fosforo y vitamina C, (1,2). 
La creciente demanda e interés en la guanábana por parte del consumidor  
y la industria, hacen que esta fruta sea muy apreciada por sus propiedades 
alimenticias y excelente sabor, se usa en la producción de pulpa  (69.8%), y 
el resto para la elaboración de jugos, helados, néctares, mermeladas, 
dulces y conservas, (2,3). 
Esta fruta contiene el 80% de agua, 1% de proteína, el 18% de 
carbohidratos y la cantidad justa de las vitaminas B1, B2, C,  en  la pulpa,  la 
cual hace parte del 60% del total de la fruta y el resto lo conforman la 
cascara y las semillas, que usualmente se desechan;(1).  
 
3 
 
Las Annonaceae, en 130 géneros tienen 2300 especies, es químicamente 
una de las familias de plantas tropicales menos conocidas. Estudios 
fitoquímicos  y en menor extensión estudios farmacológicos sobre especies 
de Annonaceae han sido intensificados en los últimos 15 años. Este interés 
es en gran parte debido al descubrimiento de las acetogeninas de 
Anonáceas, una  clase de compuestos naturales con gran variedad de 
actividades biológicas. (4). 
Además de la importancia alimenticia e industrial de la A. muricata, ésta 
tiene gran interés debido a los compuestos activos que se encuentran en  la 
corteza, raíz y semillas de este árbol. Estos metabolitos tienen capacidad 
de inducir apoptosis (muerte celular programada) en células cancerígenas y  
también tienen actividad biopesticida. Extractos crudos de acetogeninas de 
semillas, pueden ser utilizados como pesticidas económicos, efectivos y no 
contaminantes del medio ambiente, (5, 7). 
El mercado de la guanábana muestra una tendencia creciente. El consumo 
aparente promedio en Colombia ha sido en los últimos años de 15.000 
toneladas, esta producción genera  toneladas de semillas de guanábana 
como subproducto, las cuales son la fuente natural disponible mas 
abundante de acetogeninas, (2). 
El aprovechamiento del valor potencial agregado de residuos (semillas y 
cáscara) con contenidos de acetogeninas de la A. muricata L.,  no solo 
aportaría en la utilización de estos desechos, sino también en la generación 
de nuevos productos naturales como biopesticidas, estos productos 
beneficiarían a los productores de la guanábana y también a industrias que 
requieran de tratamientos que no deterioren el medio ambiente ni alteren la 
naturaleza de sus productos, beneficiando así directamente al medio 
ambiente, (2,9). 
 
 
4 
 
Los pesticidas son sustancias químicas, de distinto grado de toxicidad, 
usadas para combatir plagas (plaguicidas), insectos (insecticidas), malas 
hierbas (herbicidas), hongos (fungicidas), entre otros. Algunos de estos 
pesticidas se degradan lentamente, por lo que pueden permanecer en el 
ambiente durante varios años, llegando a contaminar acuíferos y pasar a la 
cadena alimentaria. Estas sustancias toxicas pueden ser absorbidas por 
animales y dependiendo de sus características fisicoquímicas algunas 
sustancias  metabolizan de manera natural pero otras son persistentes y se 
quedan en el animal, formando parte de la dieta del hombre, (8). 
Algunos de los pesticidas de uso cotidiano son totalmente sintéticos, y su 
uso es muy controvertido debido a los indeseables efectos 
medioambientales sobre la fauna silvestre que tuvieron algunos pesticidas, 
como los organoclorados, que han sido prohibidos, o son estrictamente 
controlados en la mayoría de los países,  debido a su alta toxicidad y a su 
bioacumulación persistente, además son degradados con mucha dificultad y 
pueden ser transportados por la  atmosfera a largas distancias, lo que ha 
extendido los contaminantes por el medio ambiente, (8). 
Dada la alarma pública ante los daños que sufren algunas especies útiles, 
como las abejas,  los insectos son considerados otra razón importante  para 
la nueva generación de biopesticidas. 
Los biopesticidas son hechos a base de recursos biológicos, se extraen de 
un ser vivo mediante procesos que no alteran su composición química; 
éstas toxinas se producen naturalmente y  alteran muy poco el equilibrio 
ecológico del suelo, (6). 
En los últimos años se han  desarrollado biopesticidas con pocos efectos 
sobre la salud humana y animal, y con baja influencia negativa sobre el 
medio ambiente y que sean suficientemente efectivos para los usos 
propuestos. 
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En la región cafetera no se han realizado investigaciones de  ningún tipo 
para el uso de los desechos de la guanábana, lo único que se utiliza es la 
pulpa y los desechos son enviados a la basura, aunque en algunos lugares 
la cáscara es usada como compost (fertilizante natural), (1). 
Con el fin de lograr el aprovechamiento integral de todas las partes de la 
fruta y  teniendo en cuenta los datos de producción de fruta fresca del Valle 
del Cauca  y Risaralda, se considera viable el estudio sobre la actividad 
biológica de las semillas de la A. muricata;  ya que sus extractos crudos 
podrían emplearse para la producción de biopesticidas eficaces, seguros, 
económicos y que no sean perjudiciales para el medio ambiente.             
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2. OBJETIVOS 
 
2.1. OBJETIVO GENERAL 
 
 Obtener y evaluar extractos bioactivos de las semillas de la 
Annona muricata L. (Annonaceae) con el fin de proponer un 
uso potencial para su aprovechamiento. 
 
2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 Seleccionar e implementar un proceso de extracción de los 
compuestos activos (acetogeninas)  de las semillas de la      
A. muricata  con base en los reportados por otros autores. 
 
 Evaluar la actividad citotóxica con larvas de Artemia salina 
como ensayo preliminar y el mosquito Culex quinquefasciatus 
como prueba especifica de la actividad de las fracciones 
obtenidas de semillas de la  A. muricata. 
 
 Analizar mediante CLAE con arreglo de diodos las 
acetogeninas presentes en las fracciones.  
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3. MARCO DE REFERENCIA 
 
3.1. FAMILIA ANNONACEAE 
Las Annonaceae son una familia de árboles de zonas bajas que crecen 
principalmente en el sotobosque, tiene distribución pantropical y se 
encuentra principalmente en alturas menores de 2000 m. Esta familia 
cuenta con 130 géneros y se estima que hay cerca de 2.300 especies en el 
mundo, distribuidas por las zonas tropicales de América, África, Indochina y 
Malasia; entre ellas hay numerosos frutales, especialmente en los géneros 
Annona y Rollinia; la mayoría de las especies de estos géneros son 
originarias del Nuevo Mundo. (9, 10, 11). 
El género Annona se caracteriza por tener una corteza externa que se 
desprende en tiras y una corteza interna que es reticulada; sus hojas son 
alternas, simples, enteras, finas o coriáceas, deciduas o persistentes y sin 
estípulas; las flores son bisexuales, con frecuencia en tonos de color café y 
amarillo, solitarias o en racimos, compuestas de 3 sépalos y 6 pétalos, 
generalmente el cáliz es tubular;  los estambres son numerosos,  
aglomerados, con filamentos carnosos portando anteras largas y espirales; 
la fruta es grande, carnosa, formada por la fusión de los pistilos y los 
receptáculos; las semillas son grandes, brillantes y algunas veces con  
arilos (5, 9, 10, 11). 
 
3.2. FAMILIA ANNONACEAE EN COLOMBIA 
Las principales Annonaceae que se encuentran cultivadas en Colombia 
para su producción son, en su orden: A. muricata, A. cherimola  y               
A. blanca. Otras especies de menor importancia se encuentran en forma 
silvestre, estas son: Rollinia mucosa Bail, A. colorada y A. atemoya (hibrido 
no comercial), (12). 
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En Colombia se encuentran alrededor de  4626.4 hectáreas sembradas 
pertenecientes a la familia Annonaceae, pero aclarando que de estas mas o 
menos 1700 pertenecen a cultivos de Annona muricata L, localizados 
principalmente en los departamentos de Tolima, Huila, Antioquia, Valle del 
Cauca y el Eje Cafetero, ya que estas zonas presentan un clima adecuado 
para su cultivo, (12,13). Una característica común de esta especie, es su 
potencial económico, ya que por su alto valor nutritivo y las diversas formas 
de transformación que pueden tener sus frutos, logran enormes 
posibilidades de crear su propio espacio en el mercado local e internacional. 
Aun así, su cultivo comercial es escaso, por lo que se deben realizar 
avances tecnológicos para reactivar el cultivo en todo el país de  diferentes 
Anonáceas. (12). 
Géneros encontrados en Colombia como: Anaxagorea, Annona, Cananga, 
Duguetia y Xylopia tienen distribución pantropical, en tanto que Diclinanona, 
Froesiodendron, Guatteriella, Guatteriopsis, Ruizodendron y Trigynaea son 
amazónicos y los restantes géneros son neotropicales, (Ver Tabla 1). La 
familia está ampliamente distribuida en todo el país. La mayor diversidad de 
especies se encuentra en las regiones amazónica (54 %), pacífica (27.5%) 
y andina (27%). El 87 % crece en alturas menores de 500 m y solo 
Raimondia quinduensis alcanza los 2600 m. 
La familia Annonaceae es importante desde el punto de vista alimenticio 
pues Annona cherimola (Chirimoya), A. muricata (Guanábana), Raimondia 
cherimolioides, R. quinduensis y Rollinia mucosa se cultivan por sus frutos 
deliciosos. En la región amazónica las anonáceas se conocen como 
«cargueros», debido a que la corteza externa se emplea como amarre. 
Algunas especies como Bocageopsis spp, Fusaea longifolia, Guatteria 
megalophylla, Guatteria stipitata y Oxandra polyantha son de importancia 
maderera, otras se utilizan como medicinales y en ocasiones también se 
emplean por las comunidades indígenas en ritos ceremoniales. (10). 
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TABLA  1. Diversidad y distribución de los géneros de Anonáceas en 
Colombia, (10). 
 
          Diversidad y distribución de los géneros de Annonaceae de Colombia
   Número de Especies    Distribución
Géneros Mundial Colombia Pantropical Neotropical Amazonía
Xylopia 170 22 X
Annona 150 26 X
Duguetia 100 27 X
Anaxagorea 29 11 X
Cananga 2 1 X
Guatteria 265 74 X
Rollinia 44 11 X
Oxandra 35 10 X
Unonpsis 30 13 X
Cremastosperma 30 4 X
Cymbopetalum 27 6 X
Desmopsis 13 1 X
Pseudoxandra 10 4 X
Ephedranthus 10 2 X
Klarobelia 10 2 X
Mosanona 14 3 X
Porcelia 7 2 X
Malmea 6 1 X
Tetrameranthus 6 3 X
Stenanona 5 1 X
Bocageopsis 4 2 X
Raimondia 3 2 X
Fusaea 2 2 X
Pseudomalmea 2 2 X
Trigymaea 8 1 X
Guatteriopsis 5 1 X
Diclinanona 3 2 X
Froesiodendron 3 2 X
Guatteriella 2 1 X
Ruizodendron 1 1 X
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3.3. BIOACTIVIDAD DE LA FAMILIA ANNONACEAE 
El estudio sobre la medicina tradicional como fuente que conduce al 
descubrimiento de nuevos agentes antiparasitarios, ha encontrado que 
plantas de la familia Annonaceae son utilizadas por comunidades 
colombianas como antiparasitarias. Algunas especies de esta gran familia, 
presentan interesantes metabolitos con actividad biológica: polifenoles, 
aceites esenciales, terpenos, compuestos aromáticos, acetogeninas 
particularmente activas, moléculas con un amplio espectro de acción 
anticancerígeno, antiparasitaria e insecticida y los alcaloides de tipo 
bisbencilisoquinolínicos, protoberberinas, oxoaporfínicos  y aporfínicos.  
En esta familia se encuentra en mayor proporción los alcaloides que las 
acetogeninas; a nivel de la raíz, hojas, tallo y fruto, (14). 
 
 
3.4. GENERALIDADES DE LA Annona muricata.  
<GUANÁBANA> 
Aunque no se conoce con certeza su lugar de origen, es nativa 
posiblemente de la parte septentrional de América del Sur; ésta especie se 
encuentra dispersa tanto en forma silvestre como cultivada en los trópicos 
de América y de África Occidental; se extiende a lo largo de las Antillas 
excepto en las Bahamas, también es cultivada en el Sureste de China, 
Australia, Sur de la Florida, y desde México hasta Brasil. Crece entre          
0 – 1000 m de altura; su producción comercial se ha desarrollado en Brasil, 
Venezuela, Costa Rica y otros países, para el consumo local y la 
exportación. Hay mucha variación en el tamaño del fruto y en el contenido 
de azúcares, (5, 12, 15, 16). 
Prospera mejor en climas cálidos y húmedos, crece en suelos con buen 
drenaje. Suelos: arenoso, limoso, arcilloso, arenisca. Se desarrolla en un 
pH ligeramente ácido de 5.5 a 6.5; se ha cultivado en  plantaciones a 
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pequeña y gran escala, siendo su principal producto el jugo que se extrae 
de los frutos. Se necesita ampliar las investigaciones para desarrollar 
variedades altamente  productivas que sean resistentes a pestes y 
enfermedades, ya que el cultivo de A. muricata  es susceptible a suelos 
salinos, fríos, a vientos fuertes, ataque por hongos, insectos y daño por 
parásitos, (17). 
 
3.4.1. CLASIFICACIÓN BOTÁNICA 
 
Reino:       Plantae 
División:   Magnoliophyta 
Clase:        Magnoliopsida 
Orden:       Magnoliales 
Familia:     Annonaceae 
Género:     Annona 
Especie:    Annona muricata 
     Figura 1. Frutos de A. muricata 
 
3.4.2. FENOLOGÍA 
 
Árbol de 3 a 8 m de altura, sus hojas   
tienen formas elípticas de 6 a 12 cm de 
largo por 2.5 cm de ancho; su tronco es 
ramificado en la base y despide mal olor 
cuando se le tritura. Sus ramas son 
cilíndricas, arrugadas, ásperas de color café 
rojizo y con numerosas lenticelas.  
 
         Figura 2.  Árbol de A. muricata    
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3.4.3. FLORES 
Posee flores solitarias a lo largo del tallo, 3 
sépalos ovados de menos de 5mm de largo; 6 
pétalos, 3 exteriores ovalados, libres y 
gruesos de 2 a 3 cm de largo, 3 interiores 
delgados y pequeños. 
 
     Figura 3.  Flor de A. muricata 
 
 
3.4.4. SEMILLAS 
 
Sus semillas son  ovoides y aplanadas, de 15 
a 20 mm de largo con testa oscura y brillante, 
una por carpelo.  
 
 
                Figura 4.  Semillas de A. muricata    
 
 
3.4.5. FRUTO 
 
El fruto es verde oscuro, carnoso, cubierto 
con tubérculos flexibles con aspecto de 
espinas; su pulpa es blanca algodonosa y 
jugosa.  
 
 
 
Figura 5.  Fruto de A. muricata 
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3.4.6. SEXUALIDAD 
Es una planta hermafrodita, presenta protoginea, las estructuras femeninas 
maduran antes que las masculinas; existe un periodo de 36 a 48 horas 
durante el cual se encuentran maduras ambas estructuras sexuales, (18). 
Esta especie tiene un alto potencial para la reforestación productiva en 
zonas degradadas de selva y está siendo utilizada para rehabilitar sitios 
donde hubo explotación minera, (18, 19). 
 
3.4.7. USOS  
Es una fuente de vitaminas B, C y minerales. Contiene 2.07% de pectina y 
por sus cualidades aromáticas excepcionales y su aptitud para soportar los 
tratamientos industriales de exportación, la pasteurización en este cultivo es 
un buen rubro para exportarse en formas de pulpas, néctares y jalea. El 
emplasto de guanábana se recomienda para la tiña; la infusión de las hojas 
se utiliza para combatir la hipertensión, cefaleas, palpitaciones, fiebre, 
influenza e insomnio; y las hojas son molidas y utilizadas en inhalaciones 
para la pérdida del conocimiento, (20). 
Sus flores tienen un olor fuerte, por lo cual son utilizados en la industria de 
aceites esenciales, su árbol es utilizado como leña, el fruto es usado en la 
preparación de jugos, dulces, conservas, jaleas, mermeladas y diversas 
recetas típicas de cada lugar donde se cultiva, (17, 18). 
Por su contenido de componentes activos, la A. muricata  posee 
propiedades insecticidas debido a la presencia de diversos compuestos 
como los alcaloides muricina y muricinina, las acetogeninas, flavonoides, 
entre otros. Las semillas pulverizadas son utilizadas para matar piojos, 
chinches, polillas y cucarachas, (16, 18, 19). 
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3.4.8.  ESTUDIO FITOQUÍMICO DE LA Annona muricata    
Por ser una de las annonaceas ampliamente estudiadas, se han aislado 
metabolitos como alcaloides, ácidos grasos, amidas y acetogeninas, tanto 
de la corteza, como de las semillas, el tallo y las hojas. En la Tabla 2, se 
mencionan algunos de los compuestos aislados para esta especie, (11). 
 
TABLA  2.  Estudio Fitoquimico de la Annona muricata,  (11). 
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4. MARCO TEÓRICO 
 
4.1. ACETOGENINAS 
Los compuestos de interés, por su comprobada actividad biológica 
presentes en las Annonaceae, son un grupo de metabolitos secundarios 
bioactivos conocidos como acetogeninas. Estas acetogeninas poseen un 
grupo γ-lactónico α,β-insaturado o saturado y uno, dos, o tres anillos 
tetrahidrofuránicos sobre una larga cadena alquílica; las cuales presentan 
diferentes bioactividades como antitumoral inmunosupresiva, pesticida, 
antiprotozoal y antimicrobiana, Usualmente las posiciones α a los anillos 
son hidroxiladas. Son compuestos de 35 o 37 carbonos de origen policétido, 
con una cadena alifática que se presenta, según el caso, hidroxilada, 
cetonizada y/o acetoxilada.  (13, 21).                                                                                                                    
De las Annonaceae, se han reportado numerosas acetogeninas aisladas e 
identificadas tales como la Uvaracina, la primera que fue aislada de la 
planta de Uvaria accuminata en 1982, (13, 21). 
las acetogeninas de Annonaceae pueden inhibir selectivamente el 
crecimiento de las células cancerígenas y también inhibir el crecimiento de 
células resistentes. Las acetogeninas son potentes inhibidores de la NADH 
ubiquinona oxidoreductasa, que es una enzima esencial en el Complejo I de 
la cadena respiratoria mitocondrial, (13, 21, 22).  
Un estudio realizado en la Universidad de Purdue en Indiana USA, 
demostró que las acetogeninas pueden inhibir selectivamente el crecimiento 
de células cancerígenas y también inhibir el crecimiento de las células de 
tumores, resistentes a la adriamicina  (fármaco quimioterapéutico), 
respetando la integridad de las células de los tejidos sanos. En otro estudio 
realizado por científicos de la misma Universidad, se demostró que las  
acetogeninas de la guanábana son extremadamente potentes teniendo una 
dosis letal 50 (ED50) de hasta 10 microgramos por mililitro, con 10,000 
veces la potencia de la adriamicina, (23). 
16 
 
CLASIFICACIÓN DE LAS ACETOGENINAS DE ANNONACEAE 
 
4.1.1. Clasificación según cantidad de anillos en su estructura 
Las acetogeninas de Annonaceae se clasifican según la cantidad de anillos 
que tengan en su estructura, como son: 
Mono–Tetrahidrofurano (THF), adyacentes bis–THF, no adyacentes bis–
THF y sin anillos mono–THF; éstas estructuras también poseen hidroxilos 
laterales los cuales pueden estar a uno u otro lado de la estructura, seguida 
por su clasificación de las γ-lactonas o sustituidas por cetolactonas, (22, 
24). 
Muchas acetogeninas de Annonaceae han sido encontradas y clasificadas 
por síntesis total o por el método de Esteres de  Mosher, (24, 25). 
 
4.1.2. Clasificación de las Acetogeninas según  el tipo y 
ubicación de los sustituyentes y por su estereoquímica 
Se conocen 6 tipos de acetogeninas: lineales, epoxiacetogeninas, mono-
tetrahidrofuránicas (Mono-THF), bis-tetrahidrofuránicas (Bis-THF), tri- 
tetrahidrofuránicas (Tri-THF) y tetrahidropiránicas (THP). 
En cada uno de los anteriores tipos hay diferenciación con base en el tipo y 
ubicación de los sustituyentes y en especial por su estereoquímica, (27, 28). 
 
4.1.2.1. Acetogeninas Lineales: 
Son precursores de las epoxiacetogeninas y acetogeninas THF. Se 
diferencian por el grado de insaturación e hidroxilación en la cadena 
alquílica, (29, 30, 31, 32). Su estructura general es: 
 
Figura 6. Estructura general de Acetogeninas Lineales 
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4.1.2.2. Epoxiacetogeninas: 
Las acetogeninas, por lo general poseen uno o dos anillos THF. Cuando 
este anillo es reemplazado por un grupo epóxido se obtienen las 
epoxiacetogeninas. Este tipo estructural es considerado como el precursor 
de las acetogeninas, (27, 28, 29, 30, 31, 32).  
Su estructura general es: 
 
Figura 7. Estructura general de Epoxiacetogeninas 
 
4.1.2.3. Acetogeninas mono-THF: 
Se enmarcan en aquellas que poseen un solo anillo THF; usualmente son 
de 35 carbonos con diferentes grados de oxidación, (27, 28, 29, 30, 31, 32).  
Su estructura general es: 
 
Figura 8. Estructura general de acetogeninas mono-THF 
 
4.1.2.4. Acetogeninas bis-THF:  
Son compuestos que poseen 2 anillos THF, adyacentes o no adyacentes; 
de 35-37 carbonos, diferenciables entre sí por el grado de oxidación, tipo, 
número y ubicación del sustituyente, así como de su estereoquímica, (27, 
28, 29, 30, 31, 32).  
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Su estructura general es: 
 
Figura 9. Estructura general de acetogeninas bis-THF 
 
4.1.2.5. Acetogeninas Tri-THF:  
Son aquellas que poseen 3 anillos THF. Hasta el momento se conoce la 
Goniocina aislada de Goniothalamus giganteus, (29, 30, 31, 32).  
Su estructura es: 
 
Figura 10. Estructura general de acetogeninas Tri-THF 
 
4.1.2.6. Acetogeninas Tetrahidropiránicas (THP): 
Son aquellas que poseen un anillo tetrahidropirano como sustituyente en la 
cadena alquílica, (29, 30, 31, 32).  
Su estructura general es: 
 
Figura 11. Estructura general de acetogeninas THP 
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4.2. SEPARACIÓN E IDENTIFICACIÓN DE LAS 
ACETOGENINAS 
En la literatura se han reportado varios métodos para la extracción de 
acetogeninas, encontradas principalmente en las hojas, semillas y raíces de 
algunas Annonaceaes, (13, 33, 34, 35, 36).  
Las acetogeninas son fácilmente solubles en la gran mayoría de solventes 
orgánicos. Algunas técnicas para el aislamiento de acetogeninas utilizan 
extracción en éter, filtración en frío con hexano y etanol para extraerlas del 
material seco de la planta, seguido por la partición en disolventes de 
diferente  polaridad,  para concentrar los componentes, (37). 
Para la extracción de acetogeninas de otras especies de la familia 
Annonaceae se encuentran varias metodologías: Annona crassiflora, (36). 
Annona squamosa, (34, 35). Annona montana, (23). Annona sennegalencis, 
(37). Rollina mucosa,(38). Annona cherimola, (33). Annona atemoya, (39).  
Para la identificación de las diferentes acetogeninas es necesario conocer 
las configuraciones, la posición de los anillos, la posición de los diferentes 
grupos y el peso molecular de cada estructura para lo cual se han utilizado 
técnicas como resonancia magnética nuclear (RMN), infrarrojo (IR) y 
espectrometría de masas (EM), (39, 40, 41). 
 
4.3. ACTIVIDAD BIOLÓGICA DE LAS ACETOGENINAS DE 
ANNONACEAS 
Las acetogeninas son sustancias que poseen dos importantes actividades 
biológicas, tales como: actividad citotóxica y actividad biopesticida. En la 
actividad citotóxica, una serie de experimentos han mostrado que las 
acetogeninas son inhibidores de la enzima NADH en el Complejo I de la 
cadena respiratoria mitocondrial, esta acción agota el ATP e induce en las 
células una muerte programada (apoptosis), se ha demostrado que las 
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acetogeninas buscan selectivamente las células cancerígenas para 
atacarlas y las células normales permanecen intactas, (30, 47). 
La actividad leishmanicida de éstas sustancias se atribuye a los hidroxilos 
vecinos del anillo tetrahidrofurano en la estructura siguiente.                                                                         
                                                                                                                                                                      
 
Figura 12. Acetogenina con actividad citotóxica 
                                                                                                                                           
La toxicidad exhibida por la exposición de insectos a las acetogeninas, 
incluye una disminución lenta en la movilidad y crecimiento antes de la 
muerte. Tales síntomas son normalmente atribuidos a los bajos niveles de 
ATP causados por los inhibidores respiratorios, sin embargo se requiere de 
estudios futuros para conocer el tipo de organismo susceptible a estos 
componentes, (37). 
Dentro de la actividad biopesticida de las acetogeninas, algunas han 
mostrado fuerte actividad ovicida y larvicida. Si el anillo γ-lactónico          
α,β-insaturado está presente, los resultados de actividad biopesticida son 
mejores que aquellos obtenidos con acetogeninas saturadas. Sin embargo, 
mezclas de éstos compuestos encontrados en extractos crudos, dan 
síntomas de efectos sinergísticos que potencian la cobertura de 
aplicaciones de las acetogeninas como biopesticidas biodegradables, (27, 
28, 48). 
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 En general, las acetogeninas de mayor potencia son las bis-THF de anillos 
adyacentes, seguidas por las bis-THF no adyacentes y, en menor cuantía 
las mono-THF, (68). 
 
TABLA 3.  Algunas especies de Annonaceae que presentan bioactividad, 
(71).   
 
ACETOGENINAS PLANTA BIOACTIVIDAD 
Uleicina Rollinia ulei Actividad Leishmanicidal 
Senegalena, Squamocina, 
Asimicina y Molvizarina 
Annona senegalensis Leishmaniasis 
Rolliniastatina Rollinia emarginata Actividad Leishmanicidal 
Annonacina y 
Goniotalamicina 
Annona glauca Actividad Leishmanicidal 
Argentilactona 
Annona 
haementantha 
Actividad Leishmanicidal 
Malaria 
Annonacin, Annonacin A y  
Anomuricin A. 
Annona muricata 
Leishmaniasis       
Malaria 
Panatelina, Uvariamicina IV, 
Uvariamicina I, 
Reticulatacina Solamina 
Annona muricata Antiparasitaria 
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TABLA 4. Acetogeninas de Anonaceae con actividad biopesticida, (37, 49, 50, 
51, 52)  
ANONÁCEAS ACETOGENINAS 
 
Annona muricata 
(Semillas) 
 
Guanábana 
•         Annonacina 
• Corossolina 
• Corossolona 
• Diepomuricanina 
• Gigantetrocina 
• Gigantetrocina A 
• Gigantetriocina 
• Muricatetrocina 
• Muricatetrocina A 
• Murisolina 
• Rolliniastatina 1 
• Rolliniastatina2 
• Solamina 
 
 
 
4.4. ENSAYOS DE ACTIVIDAD BIOLÓGICA 
Los bioensayos, o pruebas de toxicidad son  experimentos que miden el 
efecto de compuestos, en una o más especies  para determinar la potencia 
de cualquier sustancia fisiológicamente activa cuya actividad se desconoce. 
La elección de un organismo de prueba adecuado para un bioensayo 
depende del efecto que se desea evaluar y de las características del 
organismo,   para así asegurar que la respuesta de una población expuesta 
a cierto agente tóxico se deba al efecto de éste y no a variaciones tanto de 
la sensibilidad de los organismos como de fallas operacionales en la 
aplicación del método. 
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Para la realización de los bioensayos es importante determinar la especie e 
indagar sobre algunos aspectos de la biología básica del organismo 
(nutrición, ciclo de vida, condiciones óptimas de cultivo y manejo), puesto 
que es esencial reunir información acerca de los diferentes aspectos de la 
fisiología de las especies potencialmente aptas para tal fin. Los bioensayos 
deben ser simples, rápidos, reproducibles y económicos, (53, 54, 79). 
La estimación de la toxicidad de un ensayo de laboratorio está determinada 
por el diseño experimental y los parámetros a evaluar. A pesar de que no 
corresponden a efectos tomados directamente en el campo, las condiciones 
particulares bajo las cuales son llevados a cabo los ensayos pueden 
utilizarse para predecir el efecto nocivo de un tóxico. En el laboratorio, la 
toxicidad se mide bajo condiciones cuidadosamente controladas que 
permiten obtener resultados precisos, bajo condiciones estandarizadas que 
aseguran la reproducibilidad en la estimación. (55, 79). 
Existen muchas formas de determinar la toxicidad, y aunque los efectos 
bioquímicos, fisiológicos, reproductivos y de comportamiento son de gran 
utilidad, el indicador comúnmente más utilizado es la mortalidad del 
organismo de prueba. La mayoría de las pruebas de toxicidad suministran 
una estimación de la dosis (o concentración en el alimento, aire o agua) que 
produce una respuesta tóxica a un nivel del 50%. Por ejemplo, la dosis letal 
media es la dosis o concentración que mata al 50% de la población (CL50). 
Otro indicador que ha ganado gran popularidad es la dosis o concentración 
más alta a la cual no se observa ningún efecto (NOEC, No Observed Effect 
Concentration), (55). 
De acuerdo a investigaciones previas realizadas (12) se determinaron 
cuatro criterios basados en la CL50 para la clasificación de los extractos, 
otorgando los niveles de actividad consignados en la siguiente tabla: 
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TABLA 5.  Clasificación de la actividad biológica de acuerdo a la  CL50 
(76). 
CL
50 
(ppm) Actividad 
CL
50 
≥ 1000 Inactivo 
500 ≤ CL
50 
< 1000 Medianamente Activo 
100 ≤ CL
50 
< 500 Activo 
0 ≤ CL
50 
< 100 Muy Activo 
 
 
4.4.1. BIOENSAYO GENERAL DE LETALIDAD CON LARVAS DE  
Artemia salina 
Uno de los biomodelos más utilizados en las etapas preliminares de la 
investigación fitoquímica, es el bioensayo de letalidad frente a las larvas    
A. salina. Este procedimiento consiste en exponer compuestos activos y/o 
extractos de plantas a nauplios de A. salina, para determinar valores de 
concentración letal 50 (CL50), sin embargo estos valores no indican ninguna 
actividad fisiológica o biológica en particular, solo son indicadores de 
toxicidad a nivel celular que pueden orientar investigaciones más 
específicas, (56).  
 
 
             Figura 13. Artemia Salina 
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4.4.1.1. Artemia salina 
El "camarón de salmuera" o "brine shrimp", conocido como Artemia salina 
(LEACH), 1819 es el crustáceo anostrácodo usado durante años como un 
modelo ideal para realizar investigaciones en disciplinas básicas y/o 
aplicadas. El género Artemia agrupa especies que viven y se reproducen en 
ambientes hipersalinos continentales o costeros alrededor del mundo, 
excepto en la Antártica, (58).  
Hasta hoy se conoce que la Artemia se encuentra en casi 400 sitios 
esparcidos sobre los cinco continentes. Su amplia distribución es atribuida a 
la dispersión natural por el viento o por aves migratorias y/o introducción 
deliberada realizada por el hombre con fines comerciales. Estos hábitats 
presentan características climatológicas, ecológicas y fisicoquímicas 
particulares, las cuales se reflejan con variaciones en rasgos de la historia 
de vida, plasticidad fenotípica y/o heterogeneidad genética, (77, 78).  
La Artemia es un filtrador no-selectivo y se alimenta filtrando materia 
particulada de origen biológico  (detritus orgánico de aguas de manglares) 
así como también de organismos vivos de tamaño apropiado (bacterias y 
algas microscópicas). De hecho debido a la ausencia de predadores y 
competidores por alimento, la Artemia frecuentemente se desarrolla en 
grandes monocultivos, y las densidades son principalmente controladas por 
la limitación de alimento. La reproducción ovovivípara (nauplios como 
descendencia) ocurre mayormente en niveles de baja salinidad, 
considerando que los quistes (reproducción ovípara) son producidos en 
salinidades más allá de 150 ppt, (58, 78).  
Actualmente,  la Artemia se utiliza como especie de bioensayo para una 
variedad de objetivos tales como, (60): 
• Investigación de la fuente de toxicidad en mezclas de sustancias 
químicas y muestras ambientales.  
• Tamizaje de toxicidad aguda de sustancias químicas.  
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• Detección de toxinas naturales en comestibles y farmacéuticos. 
• Estudios de modelos de acción tóxica de sustancias.  
• Estudios de la transferencia trófica de contaminantes.  
El potencial de Artemia para investigación y aplicaciones en toxicología 
acuática se ha explorado desde 1975. En 1981 se desarrolló el primer 
ensayo estandarizado de ecotoxicología marina: el ensayo ARC, que es un 
ensayo de 24 a  48 horas para determinar la concentración letal media 
(CL50) en nauplios de instares II y III. La confiabilidad y precisión de este 
ensayo fue investigada durante un extenso ejercicio de calibración 
involucrando a 80 laboratorios americanos y europeos, dando resultados 
muy satisfactorios. La experiencia obtenida desde entonces ha abierto el 
camino para mejorar uno de los ensayos de tamizaje más sencillos, más 
reproducible y rentable en toxicología acuática, (60).  
El estudio de  la letalidad que producen algunos extractos de plantas  sobre 
larvas de Artemia salina ha servido para mostrarlas como fuente de 
principios bioactivos, además que es un método muy utilizado por ser un 
organismo fácil de cultivar  y manipular en laboratorio, es sensible a una 
gran variedad de tóxicos, y genera resultados confiables en cuanto a 
alternativas poco costosas y sencillas;  permite crear una base para 
adelantar posteriores estudios, (61, 86). 
Este bioensayo es aplicable a compuestos con estructuras y modos de 
actividades diversos, lo que le otorga la característica de ser de amplio 
espectro, por lo que ha sido utilizado como método de análisis para detectar 
residuos de pesticidas, micotoxinas, anestésicos, entre otros,  (61). 
 
4.4.2. BIOENSAYO  ESPECIFICO DE LETALIDAD EN LARVAS 
DEL MOSQUITO Culex quinquefasciatus 
Los mosquitos constituyen un grupo de insectos de gran importancia, 
debido a que muchas de sus especies, además de causar diversas 
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molestias, son vectores de agentes causales de enfermedades humanas 
con gran importancia en salud pública, por ejemplo la malaria y el dengue. 
Su combate se ha efectuado tradicionalmente con insecticidas 
organosintéticos, los cuales han ocasionado daños al medio ambiente, 
intoxicando a las personas expuestas y desarrollando resistencia. En 
respuesta a esta problemática se considera necesaria la búsqueda de 
alternativas de solución con menos riesgos y con bajo costo económico y 
ambiental, como el uso de extractos vegetales; uno de los métodos más 
antiguos para el control de plagas. 
 
 
Figura 14. Mosquito Culex quinquefasciatus 
4.4.2.1. MOSQUITO Culex quinquefasciatus 
Muchas especies del género Culex (Ver figura 14) con sus subgéneros, 
están distribuidos por todo el mundo, principalmente en regiones cálidas.  
Estos mosquitos, pequeños o de mediano tamaño, viven principalmente en 
masas permanentes de agua y su distribución es urbana y rural, (80). 
Esta especie se ha relacionado con la transmisión de filarias como 
Wuchereria bancrofti y Dirofilaria immitis, del virus del Nilo occidental y de 
los virus causantes de la encefalitis de San Luis y la encefalitis equina 
venezolana, entre otros. En áreas donde no existe riesgo de transmisión de 
agentes patógenos por parte de esta especie, constituye un problema de 
salud pública debido a la alergia ocasionada por su picadura y a las 
molestias causadas por las altas densidades de población, (81). 
28 
 
Los estadíos inmaduros se desarrollan preferiblemente en depósitos de 
agua y los criaderos son variados, constituidos por aguas con un alto grado 
de contaminación, abundante contenido de materia orgánica con detritos en 
proceso de fermentación y en ambientes sombreados cercanos al ambiente 
domiciliario, (82). 
Debido a su antropofilia acentuada, la resistencia a los insecticidas, su 
capacidad vectorial y las altas densidades que pueden llegar a alcanzar, 
Culex quinquefasciatus es un factor de riesgo para las poblaciones urbanas. 
Por tanto, el conocimiento de los aspectos biológicos, fisiológicos y 
bioquímicos de la especie se constituyen en el primer paso que con lleva a 
la implementación de medidas que conduzcan al control de las poblaciones 
de mosquitos en las áreas urbanas, (83, 84).  
 
4.5. DETERMINACIÓN DE LA CL50 PARA PRUEBAS DE 
ACTIVIDAD BIOLÓGICA  
La CL50 se utiliza para encontrar umbrales de toxicidad para determinadas 
sustancias. El valor obtenido de CL50 indica la mortalidad del 50% de los 
organismos expuestos y mientras menor sea este, mayor es la toxicidad. 
El principal objetivo de este tipo de análisis es evaluar el nivel de estimulo 
que es necesario para obtener una respuesta en un grupo de individuos de 
la población. El nivel de estimulo que causa una respuesta en el 50% de los 
individuos de una población bajo estudio es un importante parámetro de 
caracterización denotado como DL50 por dosis letal media (o DE50 por dosis 
efectiva media, CL50 por concentración  letal media, CE50 por concentración 
efectiva media y LTM por límite de tolerancia media). El periodo de tiempo 
durante el cual se expone el estimulo debe ser especificado, por ejemplo, 
24 horas CL50, esto con el fin comparar y estimar la potencia relativa del 
estimulo, (85). 
Los datos obtenidos de un bioensayo no pueden ser analizados con la 
metodología estadística tradicional que se usa en los ensayos de campo,  
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sino que se debe utilizar estadística cuantal, para lo cual es necesario 
transformar los valores  de respuesta obtenidos en unidades Anglit, Logit o 
Probit y las dosis suministradas en unidades logarítmicas conocidas como 
dosis metamétricas; la estadística cuantal se caracteriza por la respuesta a 
un estimulo de n unidades experimentales, donde r unidades responden y  
n - r no lo hacen, (85). 
Existen algunos programas especializados que realizan este tipo de 
cálculos automáticamente, pero su confiabilidad depende de la persona o 
institución que los haya desarrollado, (85). 
 
4.6. FUNDAMENTO DE LAS TÉCNICAS DE ANÁLISIS 
 
4.6.1. SEPARACIÓN POR LIXIVIACIÓN 
La lixiviación es la separación de uno o varios solutos contenidos en una 
fase sólida mediante su contacto con un disolvente líquido que los disuelve 
selectivamente, pudiendo tratarse de una simple disolución física o de una 
reacción química que libera al soluto de la matriz sólida, (42). 
La lixiviación se emplea en la industria alimentaria, farmacéutica y de 
tratamiento de minerales, separando los componentes deseados de la 
estructura sólida.  
Para aislar  las acetogeninas de Annonaceae  se utiliza este método ya que 
son fácilmente solubles en la gran mayoría de los solventes orgánicos. 
 
4.6.2. SEPARACIÓN POR CROMATOGRAFÍA 
 
4.6.2.1. Generalidades 
En general las separaciones analíticas se realizan en la mayoría de los 
casos por cromatografía y electroforesis, especialmente en el caso de 
mezclas complejas y multicomponentes, (40). 
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La cromatografía agrupa un conjunto importante y diverso de métodos, que 
permite a los científicos separar componentes estrechamente relacionados 
en mezclas complejas, lo que en muchas ocasiones resulta imposible por 
otros medios. En todas las separaciones cromatográficas, la muestra se 
desplaza con una fase móvil, que puede ser un gas, un líquido o un fluido 
supercrítico. Esta fase móvil se hace pasar a través de una fase 
estacionaria con la que es inmiscible, y que se fija a una columna o una 
superficie sólida. Las dos fases se eligen de tal forma, que los componentes 
de la muestra se distribuyen de modo distinto entre la fase móvil y la fase 
estacionaria. Aquellos componentes que son fuertemente retenidos por la 
fase estacionaria se mueven lentamente con el flujo de la fase móvil; por el  
contrario, los componentes que se unen débilmente a la fase estacionaria, 
se mueven con rapidez, (40, 41, 42).  
 
4.6.2.2. Cromatografía en Capa Delgada (CCD) 
La cromatografía en capa delgada es un procedimiento rápido y sencillo 
para separar mezclas de sustancias,  caracterizar o determinar 
semicuantitativamente componentes individuales. 
Esta separación se consigue mediante la diferencia entre las fuerzas de 
adhesión de las moléculas de los componentes a la fase móvil 
(normalmente, un disolvente) y a la fase estacionaria (la llamada capa fina, 
que puede ser celulosa o silicagel), esta diferencia se traduce en un mayor 
o menor desplazamiento o movilidad de cada componente individual, lo cual 
permite su separación e identificación. Las separaciones se realizan por el 
procedimiento “ascendente”, introduciendo el borde inferior de la placa 
cromatográfica en el solvente, que será succionado por acción de las 
fuerzas capilares del recubrimiento de la superficie de la placa, (40, 41). 
Para los análisis cualitativos, la mancha en una placa de CCD se 
caracteriza por la distancia que recorre con relación a la distancia recorrida 
por la fase móvil. El parámetro usado para caracterizar esta relación es lo 
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que se llama factor de retención o índice de retención, abreviado como Rf, 
(41). 
 
 
4.6.2.3. Cromatografía Líquida de Alta Eficiencia (CLAE) 
La cromatografía líquida de alta eficiencia (CLAE) es la técnica analítica de 
separación más utilizada, debido a su excelente sensibilidad, su  adaptación 
a las determinaciones cuantitativas exactas y su idoneidad para la 
separación de sustancias no volátiles. 
El gran poder de la cromatografía líquida reside en la combinación de un 
alto intervalo de posibles propiedades de la fase móvil, junto con la elección 
de numerosos tipos de fases estacionarias, significativamente diferentes, 
así como una amplia variedad de detectores.(41). 
En CLAE el compuesto pasa por la columna cromatográfica a través de la 
fase estacionaria mediante el bombeo de líquido fase móvil a alta presión a 
través de la columna. La muestra a analizar es introducida en pequeñas 
cantidades y sus componentes se retrasan diferencialmente dependiendo 
de las interacciones químicas o físicas con la fase estacionaria a medida 
que adelantan por la columna. El grado de retención de los componentes de 
la muestra depende de la naturaleza del compuesto, de la composición de 
la fase estacionaria y de la fase móvil (40, 43, 86). 
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Figura 15. Esquema de un Cromatógrafo Líquido de Alta Eficiencia (CLAE) 
 
4.6.2.4. Cromatografía Líquida en Fase Normal 
La cromatografía líquido-sólido (LSC) o cromatografía de adsorción es la 
modalidad cromatográfica más antigua. La cromatografía de adsorción fue 
usada prácticamente con exclusividad, hasta que Howard y Martin 
encontraron un problema de difícil resolución debido a la polaridad de la 
fase móvil: la separación de ácidos grasos de cadena larga. El problema fue 
resuelto tratando silicagel de baja actividad con vapores de 
diclorodimetilsilano para obtener una fase estacionaria no polar, (40, 43). 
La fase sólida es más polar que la fase móvil y se utiliza cuando el 
compuesto de interés es bastante polar. El compuesto polar se asocia y es 
retenido por la fase estacionaria. La fuerza de adsorción aumenta a medida 
que aumenta la polaridad del compuesto y cuando aumenta la interacción 
entre el compuesto polar y la fase estacionaria polar  aumenta también el 
tiempo de retención. La cromatografía en fase normal se realiza sobre fases 
estacionarias hidrofílicas como la sílice o alúmina microporosas con un gran 
número de poros de tamaño molecular (de pocos nm a decenas de nm), de 
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manera que su área superficial es muy grande, y con solventes de mediana 
a baja polaridad como fase móvil. Es un método apropiado para la 
separación de solutos de polaridad mediana a alta y es de suma utilidad 
para la separación de isómeros posicionales con sustituyentes polares. El 
mayor inconveniente de la cromatografía en fase normal se debe a la alta 
actividad del material de relleno, que tiende a absorber agua y solvente 
polares en su superficie, (40, 42, 43). 
 
4.6.2.5. Cromatografía Líquida en Fase Reversa (RPLC) 
La difusión de la fase reversa se debe a un factor clave: la silicagel (como 
también la alúmina), es un material fuertemente higroscópico. El agua 
adsorbida, que forma capas simples o múltiples alrededor de la partícula y 
llega a tapar sus poros, es responsable de la pérdida de actividad de la fase 
estacionaria en fase normal, o al menos, conduce a mecanismos mixtos de 
retención: por una parte, fenómenos de adsorción debidos a los silanoles 
superficiales de la fase estacionaria y por otra, a mecanismos de partición 
entre la fase móvil y el agua retenida sobre la fase estacionaria, (41). 
Se ha sugerido que el modo de interacción entre el soluto y la fase ligada 
puede ser de tres tipos, partición del soluto entre la fase móvil y una fase 
estacionaria liquida, adsorción sobre una fase estacionaria solida, o bien un 
proceso mixto partición-adsorción. En RPLC, la fase estacionaria es no 
polar y la fase móvil es muy polar (en general mezcla de agua y un 
modificador orgánico, (MeOH, AcN o THF), (41). 
El tipo de sustituyente más empleado en fase reversa es de tipo alquílico, 
especialmente C18 (grupo octadecilo) y en menor proporción C8 (grupo 
octil). En RPLC, se observa que para igual carga de carbono, a mayor 
longitud de cadena corresponde mayor retención y para igual longitud de 
cadena alquílica, a mayor cobertura, mayor retención. La retención está 
gobernada por la hidrofobicidad del soluto. A mayor polaridad del soluto, 
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mayor predilección de éste por la fase móvil y menor tiempo de retención. 
Los solutos no polares tendrán comportamiento inverso, (40, 41). 
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5. METODOLOGÍA 
 
5.1. MUESTRAS DE ANÁLISIS  
Se emplearon semillas de frutos maduros de la A. muricata “guanábana”, 
procedentes de cultivos de Risaralda y Norte del Valle, suministradas por un 
proveedor de Merca Plaza en la ciudad de Pereira.  
 
5.2. TRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS 
En el laboratorio de Oleoquímica de la UTP, se secaron las semillas en 
estufa a 32ºC durante 72 horas, luego fueron molidas utilizando un molino 
de aspas; las semillas molidas se dividieron en dos porciones, una se 
almacenó en un congelador a -20 ºC en bolsas plásticas con cierre para su 
posterior análisis, y la otra porción  fue desengrasada con hexano por 72 
horas, empleando la técnica de extracción soxhlet, en una relación muestra-
solvente 1:4, este Hexano fue removido posteriormente por rota-
evaporación hasta obtener un aceite ámbar al cual se le realizó una 
extracción con MeOHaq 10%. 
 
5.3. EXTRACCIÓN DE ACETOGENINAS 
Se realizó paralelamente para una misma cantidad  de semillas 
desengrasadas y de semillas sin desengrasar, realizando los ensayos por 
triplicado,  la extracción de acetogeninas por lixiviación, con base en 
métodos propuestos por diferentes autores, (5, 13). 
Las semillas desengrasadas y sin desengrasar, se sometieron a lixiviación 
con etanol absoluto como solvente extractor,   durante 6 días, con agitación 
magnética constante, empleando una relación de  1:4 (50 g de polvo de 
semillas y 200 mL de solvente) y por triplicado,  se eliminó el solvente a 
presión reducida y a una temperatura por debajo de 40°C, y se continuó con 
la separación según el esquema que se representa en la Figura 16. 
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Figura 16. Método para la extracción de Acetogeninas, (32). 
 
 
Semillas Molidas 
Extracción con EtOH 95% (1:5) 
Concentrar por rota evaporación  
 Fracción total de EtOH  (F 001) 
Extracción con CH2CL2-H2O 1:1                      
(1:5, muestra: solvente) (x duplicado) 
Fracción soluble en 
CH2CL2    (F 003) 
  Interface 
Insoluble (F 004) 
Fracción soluble en 
H2O (F 002) 
Extracción con MeOH 90% - Hexano1:1                  
(1:5, muestra:solvente) (x duplicado) 
Marco 
Fracción soluble en 
MeOH  (F 005) 
Fracción soluble en 
Hexano (F 006) 
Semillas desengrasadas Semillas sin desengrasar 
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5.4. EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD BIOLÓGICA 
La actividad biológica de las diferentes fracciones del extracto de semillas 
de Annona muricata L. se evaluó mediante un ensayo preliminar y un 
ensayo específico, (9, 12). 
 
5.4.1. Ensayo preliminar 
El bioensayo Artemia salina, se implementó en el Laboratorio de 
Oleoquímica de la Universidad Tecnológica de Pereira siguiendo el 
protocolo propuesto por varios autores, (10, 18, 47). 
La selección del bioensayo se realizó considerando que en repetidas 
ocasiones se ha encontrado una magnífica correlación entre la presencia de 
acetogeninas citotóxicas y la toxicidad demostrada frente al crustáceo por 
los extractos crudos obtenidos a partir de distintas especies de anonáceas. 
De manera adicional, el ensayo es simple, rápido y económico.  
 
5.4.1.1. Incubación de los huevos para la obtención de las 
larvas de Artemia Salina 
Se preparó agua de mar artificial al 38% como medio artificial para el cultivo 
de Artemia salina, con sal marina  y  agua potable comercial,  así 
eliminamos el procedimiento de suministro de aire a través de bombas, ya 
que contiene más  DO (oxigeno disuelto) que el agua destilada. 
Se adecuó un recipiente que hiciera las veces de cámara de incubación 
para el desarrollo (eclosión) de 45 mg de huevos de Artemia salina, esta 
consta de una zona oscura y una iluminada permanentemente. Se mantuvo 
a una temperatura constante de 28°C en una incubado ra. 
De  las 24 a las 48 horas del cultivo de los huevos se observa la eclosión de 
los nauplios, éstos se utilizaron para el bioensayo a las 48 horas. 
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5.4.1.2. Preparación de extractos 
Para la preparación de las muestras madre, se pesaron 20 mg de cada 
fracción de las semillas desengrasadas y sin desengrasar  y se diluyeron en 
2 mL de etanol 95%, a partir de esta se prepararon soluciones a diferentes  
concentraciones:   1000, 100 y 10 g/L, tomando de la solución madre  0.5 
mL, 50 µL y 5 µL   en un pequeño recipiente de vidrio llamado vial, en los 
cuales primero se deja evaporar el solvente y luego se llevan  a un volumen 
de 5 mL con agua de mar artificial. 
De igual manera se realizaron dos tipos de controles, un blanco con agua 
de mar artificial y un control positivo con Etanol. 
En todas las muestras y en los controles se adicionó una gota de 
dimetilsulfóxido el cual ayuda en la disolución de los compuesto polares que 
están en la muestra, y a cada vial se le adicionó  10 nauplios, haciendo este 
ensayo por triplicado para mejor análisis de los resultados. 
 
5.4.1.3. Análisis de mortalidad de las larvas 
Al cabo de 24 horas de contacto con las sustancias y los extractos 
preparados se realizó el conteo de número de nauplios muertos.  
Los resultados obtenidos son procesados para determinar la CL50  a través 
del software Probit. 
 
5.4.2. Ensayo específico 
Las fracciones que mostraron mayor actividad en el ensayo preliminar con 
la Artemia salina se evaluaron utilizando larvas del IV estadío del  Culex 
quinquefasciatus; éste procedimiento se llevó a cabo por el grupo de 
Productos Naturales de la Universidad Nacional de Colombia, sede Bogotá.  
 
 
39 
 
5.5. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
En la cuantificación, las determinaciones se realizaron por triplicado y se 
hizo un análisis de varianza. 
Los datos obtenidos de la actividad biológica se analizaron utilizando el 
software PROBIT, el cual reporta el índice de mortalidad media por ingesta 
oral DL 50, (9, 12). 
 
5.6. CARACTERIZACIÓN QUÍMICA DE 
LAS FRACCIONES 
 
5.6.1. Análisis preliminar por CCD 
Se llevó a cabo la caracterización química de  las 
fracciones más activas  empleando cromatografía 
de capa delgada (ver Figura 17) con reveladores 
universales y específicos para acetogeninas, como 
una determinación preliminar. 
Figura 17. Análisis por CCD  
 
Se emplearon placas de silicagel 60 soportadas en aluminio de 2.5 x 7.0 
cm. Se ensayaron diferentes sistemas de elución según estudios previos, 
(3, 4) y se  utilizaron como reveladores el reactivo de Kedde en aerosol y el 
Acido fosfomolíbdico al 5% / MeOH. 
 
5.6.2. Análisis de los Extractos por Cromatografía Líquida de 
Alta Eficiencia (CLAE) 
Se llevó a cabo un análisis específico por cromatografía líquida con los 
extractos que presentaron mayor actividad implementando condiciones de 
separación reportadas en estudios previos, (16, 17, 19, 72, 73), para la 
comparación de los perfiles cromatográficos e identificación preliminar de 
las acetogeninas por tiempos de retención relativos con un patrón de 
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acetogeninas, así como del estándar de bulatacina empleando el equipo 
Jasco HPLC 2000 Plus con las siguientes condiciones de análisis: 
 
Columna: Restek Pinacle DB C18, 100mmx3,2mmx3µmx140Aº 
Precolumna: 20mmx4,4mm Ultra aqueous C18, 5µm 
Temperatura de la Columna: 40 ºC 
Flujo: 0,8 mL/min. 
Fase Móvil: H2O-CH3CN (A-B) 
Gradiente:    t (min)       Solvente A (%)       Solvente B (%)   
                         0,0                30,0                        70,0 
                         3,0                30,0                        70,0 
                       12,0                20,0                        80,0 
                       16,0                20,0                        80,0 
Detector: Arreglo de diodos, λ= 200-400 nm 
Tiempo de Corrida: 16 min 
 
5.7. CUANTIFICACIÓN DE ACETOGENINAS 
La cuantificación de acetogeninas se hizo en los mismos extractos 
mediante la técnica del estándar externo, haciendo una curva de calibración 
de la bulatacina a una λ=205±4 nm, por triplicado, (72, 74). 
Para el método del estándar externo se empleo una curva de calibración de 
bulatacina, utilizando concentraciones de 10; 30; 50; 100; 300; 500 y 1000 
µg/mL, corridas por triplicado. 
La cuantificación de cada pico se hizo mediante la Normalización de áreas. 
 
5.7.1. Identificación Preliminar de Acetogeninas 
La identificación preliminar de las acetogeninas se realizó según su 
espectro ultravioleta obtenido en la separación cromatográfica para cada 
uno de los picos con el detector de arreglo de diodos (λ=205±4 nm) y la 
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identificación de la bulatacina se llevó a cabo por comparación con el 
tiempo de retención (tR) del estándar analizado en la mismas condiciones.   
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6. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
6.1. EXTRACCIÓN DE ACETOGENINAS  
En el proceso de extracción se llevaron a cabo los ensayos por triplicado, 
los extractos obtenidos  fueron pesados en todos los casos. Como se 
aprecia en la Tabla 6, para las semillas sin desengrasar se encontró un 
porcentaje  promedio del extracto de etanol del 18.42% del cual después de 
hacer el proceso de fraccionamiento líquido-líquido se encontró que el 
extracto es el 7.39% y el resto debería quedar en fase acuosa;  de el total 
del extracto de etanol  aproximadamente el 60% queda en la fracción 
acuosa y el resto en la de CH2Cl2. 
Para las semillas desengrasadas los porcentajes obtenidos son mucho 
menores ya que los ingredientes activos son concentrados,  se obtuvo un 
porcentaje promedio del extracto de etanol de 4.62%, del cual se obtiene 
2.31% del extracto  en CH2Cl2,  lo que indica que el total del extracto de 
etanol queda 50%  en fracción acuosa y 50%  en la de CH2Cl2. 
La diferencia entre los porcentajes obtenidos en ambos métodos se debe 
principalmente a la presencia de materia grasa en las semillas sin 
desengrasar, pero también se debe tener en cuenta la presencia de otros 
compuestos presentes como  flavonoides, alcaloides, resinas, taninos, 
saponinas y aceites esenciales  entre otros, que pueden ser arrastrados de 
acuerdo a su polaridad, (49). 
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TABLA 6.  Masa obtenida de la extracción etanólica de las semillas sin 
desengrasar   
 
Ensayo Masa 
semillas 
(g) 
Masa 
fracción  
001 (EtOH) 
% Rendimiento 
Fracción 001 
Masa 
Fracción  
003 (CH2Cl2) 
% Rendimiento 
Fracción 003 
1 100.0060 g 18.5694 18.57 7.5498 7.55 
2 100.0152 g 19.5420 19.54 8.1545 8.15 
3 100.0060 g 17.1578 17.16 6.4813 6.48 
Promedio 100.0091 g 18.4231 18.42 7.3952 7.39 
 
TABLA 7. Masa obtenida de la extracción etanólica de las semillas 
desengrasadas.   
Ensayo Masa 
semillas (g) 
Masa fracción  
001 (EtOH) 
% 
Rendimiento 
Fracción 001 
Masa Fracción  
003 (CH2Cl2) 
% Rendimiento 
Fracción 003 
1 100.0284  g   4.6088 4.61 2.2468 2.25 
2 100.0071 g     4.0896 4.09 2.1273 2.13 
3 100.0011 g 5.1490 5.15 2.5628 2.56 
Promedio 100.0122 g 4.6158 4.62 2.3123 2.31 
 
6.2. ACTIVIDAD BIOLÓGICA 
 
6.2.1. ENSAYO PRELIMINAR CON ARTEMIA SALINA 
Las fracciones  evaluadas en este ensayo fueron:  F001, F003, F005  de las 
semillas sin desengrasar y F001, F003, F005 de las semillas 
desengrasadas, cada una a las concentraciones de 10, 100 y 1000 ppm y 
por triplicado para mejor reproducibilidad de los resultados.  
Se evaluaron los extractos a través del tiempo iniciando los ensayos recién 
se obtuvieron los extractos, luego a la segunda, cuarta, sexta y octava 
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semana, esto con el fin de observar la estabilidad y la efectividad del 
extracto en el tiempo.  
Los nauplios fueron evaluados a las 24 horas de estar en contacto con los 
extractos y  se observó la mortalidad de las larvas, considerando muertas 
aquellas que no presentan movimiento. Con los datos obtenidos se 
determinó la CL50  con el 95% de confianza utilizando el método Probit. 
Tabla 8.  Toxicidad para Artemia salina L. de las fracciones de  
semillas de Annona muricata  a través de 8 semanas. 
Fracciones 
CL50 (µg/mL)   en el Tiempo  (Semanas)  
1 2 4 6 8 
F001 S EtOH Sin Desengrasar 
8,978 8,978 117,121 887,120 3368,686 
F003 S CH2Cl2 Sin Desengrasar 
3,719 5,073 12,167 18,622 77,250 
F005 S MeOH Sin Desengrasar 
2,587 3,719 9,778 18,622 31,249 
F001 D EtOH Desengrasado 
3,415 3,415 24,691 77,250 117,121 
F003 D CH2Cl2 Desengrasado 
1,478 2,052 8,607 26,070 47,892 
F005 D MeOH Desengrasado  
1,214 2,587 4,221 8,978 12,167 
 
De manera general, un extracto o fracción se considera activo en este 
ensayo cuando presentan CL50 < 1000  µg/ml, mientras que para los 
compuestos puros se considera una CL50 < 200  µg/ml, (32).  Los resultados 
de la evaluación biológica se encuentran incluidos en la Tabla 8 y de ellos 
se desprende que la fracción  más activa fue la adquirida con MeOH, para 
ambos ensayos de semillas desengrasadas y sin desengrasar, mientras 
que la de menor actividad fue la obtenida con EtOH, ya que en esta fracción  
las sustancias bioactivas  se encuentran menos concentradas.  
Los extractos recién obtenidos, según su CL50, mostraron una gran 
actividad pues presentaron concentraciones en un rango entre 1,214 y 
8,978 µg/mL. Los extractos desengrasados presentaron mayor actividad 
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que los extractos sin desengrasar posiblemente porque en estos, los 
componentes activos se concentran, indicando que en la fracción lipídica 
eliminada no hay una cantidad apreciable de dichos componentes. 
Puede apreciarse que todos los extractos se fueron degradando con el 
tiempo, sin embargo, a partir de la sexta semana se observa que los 
extractos sin desengrasar se degradaron más rápidamente que aquellos 
que fueron desengrasados, debido posiblemente a procesos de oxidación 
sufridos por los componentes lipídicos presentes en los extractos no 
desengrasados.  Entre la  octava y sexta  semana la fracción F001 S, se 
vuelve inactiva, indicando que el efecto toxicológico disminuye rápidamente, 
pero hay que tener en cuenta que estas muestras fueron conservadas en 
condiciones normales a temperatura ambiente, y no se les realizó ningún 
procedimiento especial para evitar su rápida degradación. Los valores de  
CL50 del extracto metanólico desengrasado aumentó de un seguimiento a 
otro aproximadamente 1.8 veces en promedio, observándose un incremento 
de 10 veces del extracto fresco hasta el extracto en la última semana. Para 
el extracto etanólico  desengrasado su incremento fue 34 veces del extracto 
fresco hasta la última semana, a diferencia del extracto etanólico sin 
desengrasar que tuvo un aumento de 98 veces solo hasta la sexta semana. 
En las figuras  18 y 19,  se puede apreciar el comportamiento de la 
actividad biológica de los extractos desengrasados y sin desengrasar en el 
tiempo. Ambas muestran claramente  la tendencia de las fracciones a 
degradarse a través del tiempo, lo que es mucho más rápido en las 
fracciones sin desengrasar y para la fracción  F001 S, que se vuelve 
inactiva a la octava semana. En ambos casos se muestra mayor estabilidad 
para las fracciones metanólicas, lo que indica que el efecto toxicológico es 
mucho más duradero en esta fracción, donde las sustancias bioactivas se 
encuentran más concentradas. 
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Figura 18. Comportamiento de la Actividad Biológica de los extractos sin 
Desengrasar en el Tiempo. 
 
 
 
 
Figura 19. Comportamiento de la Actividad Biológica de los extractos 
Desengrasados en el Tiempo. 
 
6.2.2. ENSAYO CONFIRMATIVO CON LARVAS DEL IV ESTADIO  
DEL MOSQUITO CULEX QUINQUEFASCIATUS 
Para la realización del Bioensayo confirmativo con las Larvas de Culex 
quinquefasciatus se utilizaron los extractos correspondientes a las 
fracciones metanólica y etanólica desengrasadas y sin desengrasar. 
F001 S 
F003 S 
F005 S 
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En la Tabla # 9 se compilan los resultados de CL50 obtenidos del Bioensayo 
con Larvas de Culex quinquefasciatus después de ser expuestos 24 y 48 
horas; para los extractos metanólicos y etanólicos desengrasados y sin 
desengrasar después de 8 semanas de ser obtenidos. Las concentraciones 
que se utilizaron fueron de 1,0;  0,5;  0,25; 0,10 y 0,005 µg/mL., evaluadas 
por duplicado. 
Para las fracciones etanólicas desengrasadas se obtuvieron  
concentraciones letales entre 0.01275 y 0.0545 µg/mL. Para las fracciones 
metanólicas sin desengrasar se obtuvieron concentraciones letales entre 
0.055 y 0.0545 µg/mL., estos valores obtenidos  son de alta toxicidad según 
varios autores, (51, 52).  
TABLA 9.  CL50 Obtenidas para los Extractos Etanólico y Metanólico 
Desengrasados a través del bioensayo con larvas del IV estadio de 
Culex quinquefasciatus. 
EXTRACTO CL50 (µg/mL) 24 h CL50 (µg/mL) 48 h 
F001 D 0,0115(0,001/0,014) 0,010 (0,002/0,017) 
F001 D 0,014(0,004/0,084) 0,099(0,035/0,091) 
Promedio 0.01275(0.0025/0.049) 0.0545(0.0185/0.054) 
F001 S 0,077(0,044/0,120) 0,075(0,001/0,016) 
F001 S 0,074 (0,005/0,118) 0,073(0,004/0,144) 
Promedio 0.0755(0.0245/0.119) 0.074(0.0025/0.08) 
F005 D 0,020 (0,01/0,065) 0,024(0,001/0,070) 
F005 D 0,090( 0,023/0,166) 0,085( 0,057/0,135) 
Promedio 0.055(0.0165/0.1155) 0.0545(0.029/0.1025) 
F005 S 0,204(0,121/0,255) 0,188 (0,120/0,260) 
F005 S 0,201(0,116/0,261) 0,151(0,09/0,222) 
Promedio 0.2025(0.1185/0.258) 0.1695(0.105/0.241) 
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Al observar los resultados obtenidos de los bioensayos realizados a los 
extractos etanólicos y metanólicos de las semillas desengrasadas y sin 
desengrasar; se pudo determinar que  las fracciones de las  semillas 
desengrasadas muestran notablemente mayor actividad que las fracciones 
de las semillas  sin desengrasar. Presentando mayor actividad tóxica sobre 
todas las  fracciones, el extracto Etanólico  (F001 D) de las semillas 
desengrasadas  a las 24 horas de exposición; mostrando una disminución 
alrededor de  cuatro veces en el efecto a las 48 horas; sin embargo los 
otros extractos  presentan un incremento en la actividad biológica aunque  
poco significativa, lo cual indica que el evaluar las larvas a las 24 horas fue 
suficiente, pues el efecto observado a las 48 horas no produjo un aumento 
importante. 
La mayor actividad en las fracciones desengrasadas con respecto a las sin 
desengrasar se puede deber principalmente a que los componentes activos 
se encuentran mas concentrados en las fracciones desengrasadas, pero 
también puede ser posible  que las larvas ingieren mas fácil y rápidamente 
los extractos polares a diferencia de los extractos no polares, ya que los 
aceites quedan en mayor cantidad en la superficie y las larvas al respirar lo 
pueden ingerir. 
Hoy día los pesticidas para el control del mosquito Culex quinquefasciatus 
están hechos a base de piretroides; estos interfieren en el  transporte de 
sodio en la membrana celular de las neuronas actuando sobre la 
transmisión nerviosa de los insectos,   poseen una alta estabilidad y su 
degradación se presenta alrededor de los 6 meses. (53, 54). Estudios 
realizados en larvas de C. quinquefasciatus, (55, 56, 57) han establecido 
CL50 alrededor de 0,0001 y 0,1 mg/L de algunos piretroides (cypermetrina, 
deltametrina, permetrina, resmetrina, aletrina, tetrametrina y 
lambdacialotrina). (58, 59) 
Realizando la comparación de estos con los resultados del extracto 
etanólico  desengrasado  obtenidos con el bioensayo en las larvas de Culex 
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quinquefasciatus (CL50 = 0.01275 µg/mL) se puede inferir que éste extracto 
de origen natural posee un alto potencial biopesticida, indicando la posible 
presencia de acetogeninas, como la anonacina, asimicina y bulatacina, 
ingredientes activos insecticidas contra larvas de mosquitos, (56);   
mostrando un efecto toxico similar al que presentan los piretroides, y por su 
origen natural ayudarían a disminuir la contaminación por sustancias que no 
son biodegradables. 
 
6.3. CARACTERIZACIÓN QUÍMICA  
6.3.1. Análisis preliminar de acetogeninas por cromatografía de 
capa delgada (CCD) 
Los resultados por cromatografía en capa delgada de las fracciones F001D 
y F005 D se obtuvieron después de  realizar varios ensayos con diferentes 
mezclas de solventes teniendo en cuenta la polaridad y seleccionar así, el 
sistema que diera mejores resultados en la separación, siendo seleccionada 
la mezcla CHCl3-MeOH (9:1). 
La separación en las cromatoplacas de los extractos F001 y F005 
desengrasados, utilizando ácido fosfomolibdico como revelador, mostro una 
mancha sin Rf  medible de color azul grisáceo; y con el reactivo de Kedde, 
se observó la misma mancha pero de color rosado. La coloración rosada 
que presentan los extractos en las cromatoplacas con el reactivo de Kedde 
indica la posible presencia de acetogeninas con anillo γ-lactónico α,β-
insaturado en todos los extractos, (4). En éste análisis no fue posible 
identificar las acetogeninas por Rf, pues la aparición de manchas continuas 
muestra la alta complejidad de estos extractos y la posible presencia de 
acetogeninas isoméricas de diversas polaridades. 
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6.3.2. Curva de Calibración 
 
La curva de calibración se realizó con siete diluciones del patrón de 
bulatacina (acetogenina); en la figura 20, se presenta dicha curva con su 
respectiva ecuación y su coeficiente de relación (R2).  
 
y = 1.00036*106x + 0.000000 
R2 = 0.999991 
Figura 20. Curva de calibración por CLAE para el estándar de bulatacina 
 
El coeficiente de correlación nos indica una buena linealidad y en 
consecuencia una alta confiabilidad de los resultados, por consiguiente de 
la  curva de calibración obtenida se puede realizar la cuantificación de las 
acetogeninas. 
En la tabla 10, se presentan las áreas y concentraciones de bulatacina para 
cada patrón de la curva de calibración. 
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TABLA 10.  Datos de la curva de calibración realizada por CLAE para el 
estándar de Bulatacina. 
# Patrón Concentración  (µg) Área  Estándar  Externo 
(µg/mL) 
1 0.1 88.475 10 
2 0.3 286.417 30 
3 0.5 484.231 50 
4 1.0 1’001.622 100 
5 3.0 3’006.089 300 
6 5.0 5’011.007 500 
7 10.0 9’998.695 1000 
 
6.3.3. Análisis de los extractos por CLAE 
6.3.3.1.  Análisis del Extracto Etanólico desengrasado (F001 D) 
 
FIGURA 21. Cromatograma del extracto etanólico desengrasado (F001 D). 
En el cromatograma correspondiente al extracto etanólico desengrasado 
(Ver figura 21) se observa la presencia de 26 compuestos, de los cuales 
solo tres corresponden posiblemente a acetogeninas de anonaceae al 
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revisar estudios ya realizados basados en los espectros UV de estas 
sustancias. Las señales que se detectan con longitudes de onda entre 254 
nm y 280 nm, corresponden a compuestos como: alcaloides 
bencilisoquinolínicos 225 – 280 nm (64, 65) flavonoides 240 – 285 nm (60, 
61, 62, 63); fenoles 270 nm (66, 67) entre otros; y por eso no se tendrán en 
cuenta para realizar la cuantificación. 
En la tabla 11 se consignaron los resultados que se obtuvieron al eluir el 
extracto Etanólico desengrasado (F001 D). Se tendrán en cuenta los 
compuestos que presentan longitudes de onda entre 207nm +/- 5nm. 
 
TABLA 11. Resultados del cromatograma de la Figura 21. 
 
PICO TIEMPO DE RETENCIÓN (min) λ MÁXIMA 
% ÁREA ESTÁNDAR 
EXTERNO(µg) 
8 4.500 202 0.739 0.28 
9 4.880 208 0.532 0.20 
13 8.040 203 5.052 1.90 
 
De acuerdo a la literatura sobre la columna, la fase estacionaria de la DB 
C18, es más afín a los compuestos solubles en metanol que en etanol; por 
esta razón en el cromatograma del extracto etanólico desengrasado solo se 
definen claramente tres picos. Los demás picos observados en el 
cromatograma, no son retenidos fuertemente por la fase estacionaria de la 
columna, interactuando menos con esta y son arrastrados rápidamente por 
la fase móvil, mostrando picos sin alta resolución y definición.  
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6.3.3.2. Análisis del extracto Metanólico desengrasado (F005 D) 
 
          FIGURA 22. Cromatograma del Extracto Metanólico desengrasado (F005D). 
En el cromatograma correspondiente al Extracto Metanólico desengrasado 
(Ver figura 22) se observa la presencia de 29 compuestos, de los cuales 11 
corresponden posiblemente a acetogeninas de anonaceae teniendo en 
cuenta el rango del espectro UV en el cual absorben las acetogeninas de 
anonaceae.  
Al revisar estudios ya realizados basados en los espectros UV de estas 
sustancias. Las señales que se detectan con longitudes de onda entre 254 
nm y 280 nm, corresponden a compuestos como: alcaloides 
bencilisoquinolínicos 225 – 280 nm (64, 65) flavonoides 240 – 285 nm (60, 
61, 62, 63); fenoles 270 nm (66, 67) entre otros; y por eso no se tendrán en 
cuenta para realizar la cuantificación. 
En la tabla 12, se reportan los resultados obtenidos después de eluir el 
extracto metanólico desengrasado (F005 D). Se tendrán en cuenta los 
compuestos que presentan longitudes de onda entre 207nm +/- 5nm.  
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TABLA 12. Resultados del cromatograma de la Figura 22. 
PICO TIEMPO DE RETENCIÓN (min) 
λ 
MÁXIMA 
% ÁREA ESTÁNDAR 
EXTERNO(µg) 
1 0.240 203 0.059 0.022 
7 3.920 201 1.882 0.71 
8 4.893 204 4.299 1.07 
10 5.747 202 2.327 0.87 
12 6.833 202 2.120 0.80 
14 8.053 204 28.570 10.73 
15 8.807 204 5.237 1.97 
17 9.707 203 2.788 1.05 
18 9.973 204 2.708 1.02 
19 10.553 204 2.848 1.07 
20 10.867 202 1.092 0.41 
 
De acuerdo a la literatura sobre la columna, la fase estacionaria de la DB 
C18, es más afín a los compuestos solubles en metanol, por esta razón en 
el cromatograma del la figura # 22 se definen mejor los picos que no 
tuvieron buena resolución con el extracto etanólico, en el cromatograma de 
la figura # 22 podemos ver la presencia de la bulatacina en el pico 20, que 
fue nuestro patrón externo empleado para realizar la comparación y 
utilizado para realizar la cuantificación de las acetogeninas. 
Teniendo en cuenta que la el total de la suma de las áreas del 
cromatograma es de 100 unidades, y la curva de calibración del estándar 
externo de bulatacina nos dio una excelente curva, con un R2=0.999991; 
utilizamos estos datos para realizar la cuantificación de los picos que 
correspondientes a las posibles acetogeninas, y vemos que el pico 14 es el 
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que se encuentra en mayor concentración, con un 28.57% de presencia en 
el extracto. 
Teniendo en cuenta el patrón externo, podemos decir que la bulatacina 
presente en el extracto metanólico desengrasado de la A. muricata tiene 
una concentración de 0.41µg. 
Un factor importante para tenerse en cuenta en los cromatogramas es la 
compatibilidad del solvente con el detector, esta compatibilidad puede 
medirse con la longitud de onda de corte (λc), es decir, la longitud de onda 
a la cual la absorbancia del solvente, en una cubeta de 10mm de paso 
óptico, es igual a 1 unidad de absorbancia empleando aire como referencia, 
(86). Teniendo en cuenta la longitud de onda de corte λc de los solventes 
utilizados, sabemos que  la λc del etanol es igual a 210nm y la del metanol 
205nm, con esto podemos decir que nos dara mejor respuesta con el 
compuesto metanólico que el etanólico, y es lo que se evidencia en los 
cromatogramas.  
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7. CONCLUSIONES 
 
• Se verificó el potencial tóxico que presentan las semillas de A. 
muricata.  
 
• El método elegido para la extracción de acetogeninas de las semillas 
de  A. muricata  produjo buenos resultados.  
 
• Los extractos recién obtenidos, según su CL50, mostraron una gran 
actividad pues presentaron concentraciones en un rango entre 1,214 
y 8,978 µg/mL. 
 
• El bioensayo preliminar con nauplios de A. salina permitió apreciar 
que los extractos desengrasados presentaron mayor estabilidad en 
el tiempo que aquellos sin desengrasar.  
 
• Los ensayos con Artemia salina, permitieron comprobar la toxicidad 
que presentan las acetogeninas de annonaceae de las semillas de  
A. muricata, esto sirvió como criterio de selección para realizar los 
ensayos confirmativos con el mosquito Culex quinquefasciatus.  
 
• El extracto metanólico desengrasado mostró un importante efecto 
insecticida en las pruebas de mortalidad realizadas con Artemia 
salina, con un CL50 de 1.214 µg/mL, por lo que puede concluirse que 
este tipo de extracto tiene alto potencial para ser usado como 
componente activo en la elaboración de un biopesticida.  
 
• El bioensayo confirmativo con larvas de C. quinquefasciatus mostró 
que el extracto etanólico desengrasado (F001 D) presentó mayor 
actividad biológica que el metanólico desengrasado (F005 D), donde 
el primero presentó una CL50 de 0,01275 µg/mL y el segundo de  
0.055 µg/mL indicando que el extracto crudo de las semillas de A. 
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muricata  posee un valioso potencial biopesticida y no seria 
necesario realizarle extracciones para su posible uso. 
 
• Aunque existan diferencias en los mecanismos de la actividad  
larvicida en los dos organismos estudiados, en ambos ensayos se 
observa que  las fracciones desengrasadas son más activas que las 
no desengrasadas. 
• La toxicidad en vivo de un organismo animal puede usarse como 
método conveniente para el seguimiento y fraccionamiento en la 
búsqueda de nuevos productos naturales bioactivos.  
• Mediante Cromatografía en Capa Delgada se pudo evidenciar la 
posible presencia de acetogeninas de Annonaceae particularmente 
con anillo γ-lactónico α,β-insaturado.  
• Mediante el análisis por Cromatografía Líquida de Alta Eficiencia con 
detector de arreglo de diodos se pudo inferir la posible presencia de 
acetogeninas en los extractos analizados de las semillas de A. 
muricata. 
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8. RECOMENDACIONES 
 
• La alta toxicidad y estabilidad de los extractos conteniendo acetogeninas y 
otros metabolitos secundarios, observadas bajo condiciones de laboratorio, 
ameritan la realización de evaluaciones a pequeña escala en condiciones 
de campo, en donde se evalúe si estos resultados son igualmente válidos 
en condiciones naturales. 
 
• Realizar bioensayos con otros organismos vectores de enfermedades para 
confirmar la actividad biológica que poseen las semillas de A. muricata y 
comparar esos resultados, con los obtenidos en esta investigación frente al 
Culex quinquefasciatus. 
 
• Continuar con estudios de fraccionamiento, identificación y separación de 
los diferentes componentes de los extractos de las semillas de A. muricata 
para evaluar su actividad individual y en mezclas. 
 
• Evaluar  la actividad biológica de los extractos de las hojas, flores, tallo y 
raíz de la A. muricata para elegir los extractos con mayor actividad para su 
aplicación como biopesticida. 
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Preparar agua de mar artificial pesando 
37 g de sal marina por litro de agua 
destilada, flitrar 2 veces y posteriormente 
adicionarla al recipiente de plástico. 
Agregar 0.1g de huevos de Artemia 
salina al recipiente con la solución 
marina y llevarlo a una estufa que debe 
estar a una temperatura de 28ºC. 
ANEXO A 
Diagrama de Flujo 
 
BIOENSAYO PRELIMINAR CON LARVAS DE Artemia salina 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Crianza de Larvas a Nivel de Labotarorio 
Adecuar un recipiente plástico y  dividirlo 
en dos secciones con el mismo material. 
Permitir el transcurso de 2 días para la 
maduración de  los Brine shirmp. 
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Preparación de Extractos 
Pesar 20mg del extracto a evaluar 
y agregar 2 mL de etanol al 95%  
A partir de la solución madre preparar las 
siguientes concentraciones: 
(1000 ppm) 
0.5 mL de la 
solución madre 
en un vial. 
Realizar por 
triplicado. 
(100 ppm) 
50 µL de la 
solución madre 
en un vial. 
Realizar por 
triplicado. 
(10 ppm) 
5 µL de la 
solución madre 
en un vial. 
Realizar por 
triplicado. 
Control (-) 
Dejar evaporar el solvente 
a temperatura ambiente. 
Paralelamente preparar 
controles 
Control (+) 
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Adicionar 2 mL de agua de mar 
a cada vial. 
Adición de Larvas 
Dejar los viales y sus controles 
a temperatura ambiente por 24 
horas. 
Adicionar las larvas en cada 
vial y llevar a un volumen de 5 
mL con agua de mar. 
Contar 10 larvas de artemia 
con la ayuda de una pipeta 
pasteur. 
Adicionar en todos los viales   
20 µL de dimetilsulfóxido 
(también en los controles). 
Evaluar a las 24 horas el nivel 
de mortalidad.  
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Fotos 
 
 
   
 
Crianza de nauplios de Artemia salina en el laboratorio de Oleoquímica UTP 
 
 
 
Análisis de Mortalidad 
Hacer una observación frente a una luz para 
evaluar la movilidad de las larvas. Contar las larvas 
vivas y muertas. 
Analizar los resultados en el programa Probit para 
determinar los valores del CL 50. 
Verter el contenido de los viales en  cajas de petri 
pequeñas, esperando a que se estabilicen, lavar los 
viales con agua de mar para asegurarse de que 
todas las larvas salgan del vial a la caja de petri. 
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Nauplios de A. salina en los Extractos Etanólico y Metanólico de A. muricata 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
73 
 
Tomar las larvas y ponerlas dentro de 
una jaula de madera de 60cm x 60cm x 
60cm que está cubierta con nylon; 
dentro de esta jaula debe colocarse 
bandejas con agua y un a algodón 
empapado de agua con azúcar. 
A los dos o tres días las hembras 
ovipositan unas balsitas que se guardan 
en una nevera. 
 
 
ANEXO B 
Diagrama de Flujo 
 
BIOENSAYO CONFIRMATIVO CON EL Culex quinquefasciatus 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Crianza de Larvas del Culex quincuefasciatus 
Colocar moscos adultos y las hembras 
con sus huevos. 
Poner las balsitas en vasos de icopor de 
1L y llenar con agua de la llave. 
Adicionar una galleta de perro molida 
para las larvas; las larvas comienzan a 
eclosionar alrededor de 2 o 3 días. 
Dejar las larvas allí mas o menos el ciclo 
hasta el cuarto período, el ciclo es de 21 
días, luego se registra la fecha de inicio 
y su crecimiento. 
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Realizar lecturas a las 24 y 48h. Evaluar la movilidad de las 
larvas y contar las larvas vivas y muertas. 
Utilizar el Probit para evaluar la concentración letal para 
matar el 50% de la población. 
Utilizar la placa de 96 pozos con un volumen de 250 
µL, esta placa utiliza 8 larvas como replica y 
concentraciones de 1.0,  0.5,  0.25, 0.10 y 0.005 µg/mL. 
Cada concentración se evalúa por triplicado 
Agregar una larva en cada poso y dejar 
inmovil 
Control (-) 
Agua filtrada 
bidestilada 
Control (+) 
metilparabeno 
(60-80 ppm) 
Paralelamente preparar 
controles 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
Preparación de Extractos y Adición de Larvas 
Análisis de Mortalidad 
Adicinar 200 µL de agua y 10 µL de la muestra los 
cuales deben ser de las diferentes concentraciones que 
se quiere aplicar de la solución madre de 2500 ppm. 
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Crianza de larvas de Culex quinquefasciatus realizada por el grupo de Productos 
Naturales de la Universidad Nacional, sede Bogotá. 
 
 
 
 
 
Larvas de Culex quinquefasciatus  en los extractos de A. muricata 
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ANEXO C 
Fotos 
 
CROMATOGRAFIA EN CAPA DELGADA  
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Revelados con reactivo de Kedde. 
  
